Исследование полиморфизма некоторых известных генов
классического сахарного диабета типа 2 у больных
бронхиальной астмой с индуцированным стероидами




Известно, что генетические факторы вносят опреде
ленный вклад в развитие инсулиннезависимого са
харного диабета (СД 2го типа), а гены, принимаю
щие участие в регулировании функций βклеток
поджелудочной железы и эффектах инсулина, явля
ются кандидатными для СД 2го типа. Однако тести
рование кандидатных генов на предмет связи с СД
2го типа зависит от идентификации высоко инфор
мативных полиморфизмов ДНК на локусе кандидат
ного гена или вблизи этого локуса. Ген гликоген син
тазы (GYS) является первым кандидатным геном для
генетической мутации СД 2го типа. Сфокусирован
ный на гене гликоген синтазы интересен с точки
зрения возможной мутации: при СД 2го типа были
обнаружены дефекты в синтезе и активации соотве
тствующего энзима [1, 2]. Известны две гликоген
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Summary
Different associations between type 2 diabetes occurrence and genetic factors are reported in different European countries. The aim of our work was
to investigate whether Xbal polymorphism of skeletal muscle glycogen synthase gene GYS1 and BstEll polymorphism of glucagon receptor gene
GCGR could be markers of type 2 diabetes in Russian population. We examined 150 patients, 75 of them had family history of diabetes and 75 did
not. Asthma patients with steroidinduced diabetes were in the group with family history of diabetes. The control group included 109 healthy sub
jects not having family susceptibility for diabetes. All the participants were residents of Moscow or Moscow region. The patients' age was 20 to 68
yrs, the age of diabetes onset was 48.5 ± 8.2 yrs, body mass index (BMI) was 27.3 ± 2.1 kg/m2. The controls' age was 36.1 ± 13.9 yrs, IMT was 25.6 ±
3.8 kg/m2. To investigate the gene polymorphism, we used genomic DNA of blood leukocytes. The GYS1 gene presented in 2 alleles: A1 (without
XbaI site) and A2 (with XbaI site). When this polymorphism presented, the restrictive BstEII site of GCGR gene was not found. Polymorphism
Xbal of GYS gene was revealed in 16 IID patients (6 with family history and 10 without that) and in 17 (15.6 %) controls. All type 2 diabetes patients
with A2 allele had elder age of diabetes onset (p = 0.001). Therefore, any correlation between A2 allele and type 2 diabetes was not found in Russian
population and Xbal polymorphism of CYS gene can not be considered as a marker of type 2 diabetes in Russian patients. The Gly40Ser mutation
of GCGR gene was not also found in Russian population. This demonstrates no correlation between this mutation and genetic susceptibility for
type 2 diabetes in Russian population. Reason for such results could be multifactorial nature of type 2 diabetes and different role of genetic and envi
ronmental factors in different patient populations.
Резюме
В разных странах Европы получены разные ассоциации между развитием инсулиннезависимого сахарного диабета (СД 2го типа) и
генетическими факторами. Целью настоящей работы было исследовать, являются ли XbaIполиморфизм гена гликогенсинтазы
скелетной мышцы GYS1 и BstEIIполиморфизм гена рецептора глюкагона GCGR маркерами СД в популяции Российской Федерации.
Обследованы 150 пациентов с СД 2го типа, из них 75 с отягощенным СД по семейным анамнезом, 75 — без отягощенного семейного
анамнеза. Среди отягощенных больных находились пациенты с БА с сопутствующим индуцированным стеродами СД. Контрольную
группу составили 109 здоровых лиц без наследственной отягощенности по СД. Все участники исследования проживали в Москве или
Московской области. Возраст пациентов составил от 20 до 68 лет, возраст манифестации диабета — 48,5 ± 8,2 года, индекс массы тела
(ИМТ) — 27,3 ± 2,1 кг/м2. Возраст контрольной группы составил 36,1 ± 13,9 года, ИМТ — 25,6 ± 3,8 кг/м2. Для выявления
полиморфизма соответствующих генов использована геномная ДНК лейкоцитов периферической крови. Результатом исследования
гена GYS1 явилось присутствие двух аллелей — А1 (без сайта XbaI) и А2 (с сайтом XbaI). При наличии данного полиморфизма
рестрикционный сайт BstEII гена GCGR отсутствовал. Полиморфизм XbaI гена GYS был обнаружен у 16 (6 с семейным анамнезом и
10 без него) пациентов с СД 2го типа (10,7 %) и у 17 из 109 контрольных лиц (15,6 %). Все пациенты СД 2го типа с аллелью А2 имели
более поздний возраст манифестации СД (р = 0,001). Таким образом, в российской популяции не обнаружено ассоциаций между
аллелью А2 и СД 2 типа, следовательно, XbaIполиморфизм гена GYS в российской популяции не может рассматриваться в качестве
маркера СД 2го типа. Мутация Gly40Ser гена GCGR не была выявлена среди пациентов российской популяции, что свидетельствует
об отсутствии связи данной мутации с генетической предрасположенностью к СД 2го типа в российской популяции.
Одной из причин таких результатов может служить мультифакториальная природа СД 2го типа, а также различная роль генетических
факторов и факторов окружающей среды в разных популяциях.
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гетерогенность СД 2го типа в разных этнических
группах, нами была поставлена задача исследования
наличия полиморфизмов гена гликоген синтазы и
гена рецептора глюкагона (его мутации) и их ассоци
ации с диабетом в российской популяции. Учитывая
частую семейную отягощенность в семьях с СД 2го
типа в российской популяции, наличие метаболи
ческих нарушений и гипертонии, мы сочли важным
изучить распространенность GYS полиморфизма в
наших семьях. Учитывая также роль глюкагона в
контролировании процессов продукции глюкозы
печенью и, таким образом, регуляции секреции ин
сулина, а также его эффекты, осуществляемые пос
редством связи с собственным трансмембранным
рецептором, мы не исключали вероятное участие ге
на рецептора глюкагона GCGR в развитии диабета
у наших пациентов. В связи с этим в исследование
были включены пациенты с СД 2го типа, пациенты
с бронхиальной астмой (БА) с сопутствующим инду
цированным стероидами СД 2го типа (ИССД) и
контрольная группа.
Целью настоящей работы было исследовать, яв
ляются ли XbaIполиморфизм гена GYS1 и BstEII
полиморфизм гена GCGR маркерами СД в популя
ции РФ.
Материалы и методы
Исследуемые группы состояли из 150 пациентов
с СД 2го типа, из них 75 с отягощенным семейным
анамнезом по СД (по крайней мере, 2 члена семьи),
75 без отягощенного семейного анамнеза. Среди
отягощенных больных находились пациенты с БА с
сопутствующим ИССД. Контрольную группу соста
вили 109 здоровых лиц без наследственной отяго
щенности по диабету. Диабет диагностицирован в
соответствии с критериями ВОЗ. Все лица не явля
лись родственниками и проживали в г. Москве или
Московской области.
Возраст пациентов составил от 20 до 68 лет, воз
раст манифестации диабета — 48,5 ± 8,2, индекс
массы тела — 27,3 ± 2,1 кг/м2. Возраст лиц контроль
ной группы составил 36,1 ± 13,9 лет, индекс массы
тела — 25,6 ± 3,8 кг/м2. Все они имели нормальную
толерантность к глюкозе. Ни одна из контрольных
персон не имела хронической патологии и не нахо
дилась постоянно на какойлибо терапии. Все паци
енты находились на диете и / или принимали перо
рально сахароснижающие препараты.
Геномная ДНК была экстрагирована из лейкоци
тов периферической крови, фотометрически изме
рена и использована для установления наличия
XbaIполиморфизма и BstEIIполиморфизма соот
ветствующих генов. Полученная ДНК была ампли
фицирована посредством проведения полимеразной
цепной реакции (PCR), полученный амплификант
был обработан соответствующими энзимами для
проведения и анализа следующего исследования:
синтазы, закодированные различными генами: гли
коген синтаза скелетной мышцы (GYS1) и гликоген
синтаза печени (GYS2). Ген изоэнзима гликоген
синтазы печени человека расположен на коротком
плече хромосомы 12 [3]. Исследования сиблинговых
пар с использованием простого полиморфизма пос
ледовательноповторяющейся ДНК, физически свя
занного с геном полипептида амилоида островка и
геном печеночной гликоген синтазы, не подтверди
ли наличие связи с СД 2го типа, показав, что они не
являются основными генами, вносящими вклад в
развитие СД 2го типа [4]. Гликоген синтаза скелет
ной мышцы, расположенная на хромосоме 19q13.3,
является энзимом, играющим важную роль во взаи
модействии глюкозы и инсулина при неоксидатив
ном пути. Независимые исследования показали
наличие ассоциации гена гликоген синтазы скелет
ной мышцы с СД 2го типа в финской [5] и японской
[6] популяциях и у индейцев пима [7]. В работе
L.C.Groop et al. [5] сообщается, что полиморфизм
XbaI гена GYS1 ассоциируется с высоким риском
развития инсулинорезистентности и СД 2го типа
в финской популяции. Данный полиморфизм ДНК
(А2 аллель) позволяет выделить подгруппу пациен
тов с СД 2го типа, характеризующуюся строгой
семейной историей СД 2го типа, высокой предрас
положенностью к гипертонии и значительной инсу
линорезистентностью. Однако в противополож
ность результатам, полученным в Финляндии,
ассоциации А2 аллели с СД 2го типа в популяциях
Франции и Японии [8, 9] найдены не были.
Вторым кандидатным геном, исследованным в
нашей популяции, был ген рецептора глюкагона,
обозначаемый GCGR. Ассоциация и связь между
СД 2го типа и мутацией в GCGR, возникающей в
результате замены аминокислоты глицина (Gly) на
серин (Ser) на кодоне 40, обозначаемой (Gly40Ser),
были впервые обнаружены во французской популя
ции, охватившей обследованием 216 пациентов с СД
2го типа и MODYтипом диабета во Франции и 96
пациентов с СД 2го типа — жителей острова Сарди
ния [10]. Все пациенты с СД 2го типа имели позд
ний возраст манифестации диабета. Частота этой
мутации составила 4,6 % среди французских пациен
тов с семейными формами СД, а в рандомизирован
ной выборке пациентов с СД 2го типа из Сардинии
она составила 8,3 %, причем оказалась достоверно
выше, чем в контрольной группе. Данная мутация
гена GCGR изучалась также в трех географических
регионах Великобритании у больных СД 2го типа
(всего 691 человек) и была обнаружена у 15 человек,
что составило 2,2 % случаев. Кроме этого, она изуча
лась у пациентов с СД 1го типа в этой же популяции
(всего 404 человека из сиблинговых пар) и была об
наружена у 10 из них, что составило 2,5 % [11]. Поз
же эта мутация изучалась и в других популяциях, при
этом она присутствовала не во всех из них.
В связи с тем, что результаты в изучаемых попу
ляциях оказались противоречивы, а также учитывая
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определения длины полиморфизма рестрикционно
го фрагмента с использованием 2%ного агарозного
геля, содержащего этидиум бромид. Все полученные
фрагменты анализировались нами в ультрафиолето
вых лучах.
Результатом исследования гена гликоген синтазы
явилось присутствие двух аллелей — А1 и А2, кото
рые определялись следующим образом: аллель А1 не
содержала сайт XbaI, аллель А2 — сайт XbaI.
Что касается второго исследования гена рецепто
ра глюкагона, то в присутствии данного полимор
физма рестрикционный сайт BstEII отсутствовал.
Таким образом, аллель данного полиморфизма
соответствовала длине 196 базовой пары.
Для установления сигнификантности в различии
частоты использовался критерий χ2.
Результаты и обсуждение
Полиморфизм XbaI гена GYS, представленный на
аллеле А2, был обнаружен у 16 (6 с семейной исто
рией и 10 без нее) из 150 пациентов с СД 2го типа
(10,7 %) и у 17 из 109 лиц здорового контроля (15,6 %).
Все пациенты СД 2го типа с аллелью А2 имели дос
товерно более поздний возраст манифестации СД
(р = 0,001). Молодой возраст лиц контрольной груп
пы не может повлиять на результаты значительным
образом, поскольку кумулятивный риск заболевае
мости (популяционный риск развития диабета для
каждого рожденного индивидуума) СД 2го типа к
возрасту 40 лет составляет 0,1 % у мужчин и 0,15 % у
женщин в популяции г. Москвы и Московской об
ласти [12].
Таким образом, в противоположность результа
там, полученным в финской популяции [5], где ал
лель А2 была обнаружена у 30 % пациентов с СД 2го
типа и 8 % лиц здорового контроля, и в соответствии
с результатами, полученными в японской [6] (9 %
пациентов с СД 2го типа и 9 % лиц здорового конт
роля) и французской [8] (4 % пациентов с СД 2го
типа и 12 % лиц здорового контроля) популяциях, в
российской популяции не было обнаружено ассо
циаций между аллелью А2 и СД 2го типа. Таким
образом, XbaIполиморфизм гена GYS не может рас
сматриваться в качестве маркера СД 2го типа в рос
сийской популяции.
Что касается гена рецептора глюкагона GCGR,
все исследованные нами пациенты оказались гомо
зиготами по аллели дикого типа, что соответствует
тому, что мутация гена GCGR (Gly40Ser) не была
выявлена среди пациентов российской популяции.
Только двое лиц контрольной группы (причем оба
при проведении ОГТТ имели уровни глюкозы в кро
ви через 2 часа, равные 5,1 ± 0,2 ммоль/л, и у обоих
отсутствовала семейная отягощенность по СД 2го
типа) оказались гетерозиготными носителями дан
ного полиморфизма.
Таким образом, в противоположность результа
там, полученным в популяциях Франции и Сарди
нии [10] и популяции Великобритании [11], и в соот
ветствии с результатами, полученными в популяциях
Японии [13], Финляндии [14], Нидерландов [15] и
Германии [16], ни у одного из пациентов, принявших
участие в нашем исследовании, не была обнаружена
мутация гена GCGR (Gly40Ser).
Отсутствие мутации гена GCGR у 150 российс
ких пациентов с СД 2го типа и ее присутствие толь
ко у двоих здоровых лиц ясно показывает, что данная
мутация не связана с генетической предрасположен
ностью к СД 2го типа в российской популяции
GCGR (Gly40Ser).
Причины различной частоты встречаемости му
таций гена гликоген синтазы и гена рецептора глю
кагона в различных популяциях, которые приведены
в настоящей работе, пока не совсем ясны. Тем не ме
нее одним из объяснений этих различий может по
служить мультифакториальная природа самого забо
левания, а также различия во вкладе генетических
факторов и факторов окружающей среды в различ
ных популяциях.
Исследованные нами гены позволили сузить круг
изучаемых многочисленных геновкандидатов, участ
вующих в возникновении и развитии СД 2го типа.
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